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RESUMEN

Los limitados tratamientos disponibles para enfrentar la leishmaniasis requieren el
desarrollo de investigaciones para buscar nuevos agentes terapéuticos. Una estrategia
recomendada es el reposicionamiento farmacoldgico, en el que la artemisina figura como
un posible candidato. El objetivo de este estudio es evaluar las potencialidades de la
artemisina en dos modelos murinos de leishmaniasis cutdnea experimental. Para ello, se
emplearon ratones BALB/c (susceptibles) y C57BL/6 (resistentes) infectados con
Leishmania amazonensis. El tratamiento se realizd por via oral o intralesional con cinco
dosis de artemisina a 30 mg/kg cada 4 dias. Se determind el comportamiento del peso, la
evolucion del tamafio de la lesion y la carga parasitaria. En ambos modelos animales se
observo que el tratamiento con artemisina (oral e intralesional) disminuyé el tamafio de la
lesion y la carga parasitaria con respecto a los grupos infectados sin tratamiento (p < 0,05),
sin diferencias significativas respecto al Glucantime® (p > 0,05). Los ratones C57BL/6

tratados por via oral fueron los Unicos capaces de controlar las lesiones hasta el final del
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experimento. Se demuestra la eficacia in vivo de la artemisina en dos modelos de
leishmaniasis cutanea inducida por L. amazonensis y se destaca la administracion por via
oral en el control de la enfermedad. Se sugiere el futuro desarrollo de este farmaco para el
tratamiento de la leishmaniasis cutanea.

Palabras clave: artemisina; Leishmania amazonensis; leishmaniasis cutanea; BALB/c;
C57BL/6.

ABSTRACT

The limited treatments available for leishmaniasis require the development of research for
new therapeutic agents. One recommended strategy is the pharmacological repositioning,
where artemisinin stands out as a possible candidate. The aim of this study is to evaluate
the potential of artemisinin in two murine models of experimental cutaneous leishmaniasis.
For this purpose, BALB/c (susceptible) and C57BL/6 (resistant) mice infected with
Leishmania amazonensis were used. Oral or intralesional treatment was performed with
five doses of artemisinin at 30 mg/kg every four days. Weight behavior, evolution of lesion
size, and parasitic load were determined. In both animal models it was observed that
treatment with artemisinin (oral and intralesional) decreased lesion size and parasitic load
with respect to the untreated infected groups (p < 0.05), with no significant differences
with respect to Glucantime® (p > 0.05). Orally treated C57BL/6 mice were the only ones
able to control lesions until the end of the experiment. The in vivo efficacy of artemisinin
in two models of cutaneous leishmaniasis induced by L. amazonensis is demonstrated and
oral administration is highlighted in the control of the disease. Further development of this
drug for the treatment of cutaneous leishmaniasis is suggested.

Keywords: artemisinin; Leishmania amazonensis; cutaneous leishmaniasis; BALB/c;
C57BL/6.
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La leishmaniasis es una parasitosis causada por protozoos del género Leishmania,
transmitidos entre mamiferos hospederos por la picadura de un insecto vector flebétomo.

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad se distinguen fundamentalmente en dos
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sindromes: leishmaniasis visceral (LV, también conocida como kala-azar) y leishmaniasis
cutanea (LC). Entre estas, la LC se identifica como pequefios eritemas en el sitio de
inoculacién, que evolucionan a una papula y luego a ulceras que varian en duracion y
gravedad. Una proporcion de estas infecciones son asintomaticas y sin dolor, aunque se
pueden presentar en diversas formas incluyendo la LC localizada, difusa, diseminada y
mucocutanea. Cada afio se reportan entre 0,7-1,2 millones de casos de LC.®
Recientemente, se ha incrementado la tasa de incidencia de LC en el Medio Oriente y en
las Américas, asociado a conflictos bélicos y a factores ambientales.®

El tratamiento actual se basa en la quimioterapia con un reducido nimero de medicamentos
registrados,™ que presentan elevada toxicidad, administracion parenteral, largos periodos
de tratamiento, desarrollo de resistencia y alto costo, todo lo cual afecta su uso en las areas
endémicas.® Sin nuevos medicamentos eficaces se espera un incremento en la incidencia
de esta enfermedad debido a factores como el cambio climético, la urbanizacién global y
el aumento de trastornos inmunosupresores.®” En este sentido, la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) considera la leishmaniasis como un problema de salud global
preocupante y una enfermedad tropical desatendida,® por lo que la bisqueda de nuevos
tratamientos es un reclamo persistente.®

El reposicionamiento o reciclaje farmacoldgico permite identificar y desarrollar nuevos
usos para farmacos aprobados en la clinica contra otras afecciones, lo cual permitiria
ahorrar tiempo y recursos.®® Se han explorado farmacos antimalaricos por su posible
actividad antileishmanial,®® grupo en el que se ha incentivado el estudio de la artemisina
frente a diferentes especies de Leishmania.(11213141516) Recientemente, nuestro grupo
demostrd que la artemisina inhibe el crecimiento in vitro de L. amazonensis y que es capaz
de controlar el desarrollo de la infeccion por via intralesional en ratones BALB/c
experimentalmente infectados.® Con el objetivo de reunir nuevas evidencias sobre la
eficacia in vivo de la artemisina frente a la LC experimental (LCE), se decidié comparar
los efectos de la administracion oral e intralesional de la artemisina en ratones BALB/c y
C57BL/6 infectados con L. amazonensis. Con tal proposito se utilizd un esquema de
tratamiento similar al empleado con anterioridad.®

Parésitos: Se utilizd una cepa de referencia de L. amazonensis (MHOM/77/LTB0016)
donada por el Departamento de Inmunologia de la Fundaciéon Oswaldo Cruz, FIOCRUZ,
RJ, Brasil. La cepa fue mantenida en ratones BALB/c, de los cuales se realiz6 un aspirado
y se mantuvieron los parasitos en medio de cultivo Schneider (SIGMA, St. Louis, MO, EE.

UU.), suplementado con 200 UL de penicilina sodica y 200 pg/mL de estreptomicina)

(o) B
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(SIGMA, St. Louis, MO, EE. UU.) y al 10 % de suero fetal bovino (SIGMA, St. Louis,
MO, EE. UU.).

Farmacos: Se utilizd la artemisina suministrada por Sigma-Aldrich (Bornem, Amberes,
Bélgica) con una pureza > 98 % y diluida en dimetilsulfoxido (BDH, Poole, Inglaterra) a
40 mM. Como farmaco de referencia se emple6 el Glucantime® (Rhone-Poulenc Rorer,
Ciudad de México, México), el cual quedo disuelto en solucion salina fisioldgica estéril
(Imefa, La Habana, Cuba) a 82 mM.

Animales: Se emplearon ratones BALB/c y C57BL/6 jovenes-adultos hembras sanas,
proporcionados por el Centro Nacional de Produccién de Animales de Laboratorio
(CENPALAB, Mayabeque, Cuba), con su correspondiente certificado de calidad y un peso
corporal entre 18-22 g. Los ratones se mantuvieron en condiciones sanitarias
convencionales con un régimen de 12-12 h de luz-oscuridad, con abastecimiento de
alimento (pienso concentrado para roedores, suministrado por CENPALAB) y agua (6,0 <
pH < 8,0) para ser consumidos libremente.

La experimentacion con animales, que se describe a continuacién, se realizd bajo
supervision del Comité de Etica del Instituto de Medicina Tropical Pedro Kouri (CEI-IPK
16-16) y segun las guias establecidas para el uso y cuidado de los animales de laboratorio,
con el objetivo de disminuir su sufrimiento.

Evaluacién del tratamiento con la artemisina por via oral e intralesional en ratones
BALB/c y C56BL/6 infectados experimentalmente con L. amazonensis: A partir de un
cultivo de promastigotes de L. amazonensis en fase metaciclica, se infectaron los ratones
en los cojinetes plantares de la extremidad posterior derecha en vista ventral, por via
subcutanea a razén de 5 x 108 promastigotes/50 pL de solucion salina fisioldgica estéril,
lo que se considero el dia 0 posinfeccion. La linea BALB/c es sensible a la infeccion,
mientras que los animales C57BL/6 son resistentes. El dia 30 posinfeccién los ratones se
distribuyeron aleatoriamente en siete grupos de ocho animales de la misma linea animal
(tres grupos BALB/c y cuatro grupos C57BL/6), momento a partir del cual comenzaron a
recibir el tratamiento con artemisina (oral o intralesional): 50 pL a razon de 30 mg/kg,
cinco dosis cada cuatro dias.

Dos grupos experimentales (uno de cada linea animal) fueron tratados con artemisina por
via oral y un grupo de animales C57BL/6 fue tratado con artemisina via intralesional. Para
cada linea murina se considerd un grupo control (sin tratamiento) y un grupo tratado con
farmaco de referencia (Glucantime®) por via intralesional con el mismo régimen de

administracion.

(@) o |
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Los animales se revisaron diariamente y se reportaron las muertes de estos. Cada siete dias
se midieron ambas extremidades posteriores (derecha e izquierda) en direccion
dorsoventral de todos los animales con un cutimetro (Kreeplin Langenmesstechnick,
Alemania) y se determind el peso corporal por grupo utilizando una balanza técnica
(Sartorius, Goettingen, Alemania). A partir de los datos se calcularon las variaciones en el
peso corporal teniendo en cuenta las diferencias entre el inicio del tratamiento y final del
experimento; mientras que el tamafio de las lesiones se determind por la diferencia entre la
extremidad infectada y no infectada.

En los dias 44 y 72 posinfeccion se determind la carga parasitaria mediante el método de
microtitulacion en placas de 96 pozos.!” Las muestras tomadas de tejido subcutaneo
infectado de tres animales por grupo se pesaron en una balanza analitica (Sartorius,
Goettingen, Alemania) y se homogenizaron en 4 mL de medio Schneider. Dentro de un
gabinete de seguridad (Flufrance, Equipements Scientifiques Industriels, Francia) se
realizaron diluciones seriadas (1:4) en placas de 96 pozos, las cuales fueron incubadas a
26 °C durante 15 dias. Entonces, fueron examinadas con un microscopio invertido a 400 X
(Olympus, Tokyo, Japén) y se determino el titulo final teniendo en cuenta la ultima
dilucién, donde se observé al menos un promastigote movil. La carga parasitaria por gramo
(9) se calculé de forma similar al estudio previo.® Ademas, se determiné el porciento de
reduccion de la infeccion respecto al control no tratado, teniendo en cuenta el tamafio de la

lesion y la carga parasitaria, mediante la formula siguiente:

» . B Indice de tratados
Reduccion de la infeccion (%) = 100 — — x 100
Indice de controles

donde el indice se determina por la multiplicacion del tamafio de la lesion por la carga
parasitaria de cada grupo en el dia 72 posinfeccion. Para identificar diferencias
significativas (p <0,05) entre los grupos experimentales, se utilizd el programa
STATISTICA para Windows, version 4.5, 1993, mediante un andlisis de varianza de
clasificacion doble con mediciones repetidas (ANOVA), seguido de la prueba de
comparacién multiple o comparacion planificada (Post Hoc Comparison Test).

Luego de seguir el disefio experimental propuesto se constatdé que los tratamientos no
causaron mortalidad. La ganancia en el peso corporal entre los dias 30 posinfeccidn (inicio
del tratamiento) y 72 posinfeccién (final del experimento) estuvo entre 0,7-5%y 0,7-4,1 %
para los grupos BALB/c y C57BL/6, respectivamente. Como no se observo pérdida en el

(@) o |
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peso corporal promedio de los grupos infectados y tratados con artemisina, se corrobora
que la administracion de la artemisina puede resultar segura.

La evolucidon del tamafio de la lesion se muestra en la figura 1. En modo general, en los
ratones C57BL/6 se registraron tamafios de lesion inferiores a los observados en BALB/c.
En relacion con los grupos BALB/c (Fig. 1A), a partir del dia 44 posinfeccién, los animales
tratados con artemisina mostraron un tamafio promedio de la lesion menor que el grupo
control (p <0,05) y similar al tratado con Glucantime® (p > 0,05). En el caso de los grupos
C57BL/6 (Fig. 1B), a partir del dia 55 posinfeccion, el tratamiento con artemisina (oral e
intralesional) control6 el tamafio de la lesion con respecto al grupo infectado sin
tratamiento (p < 0,05), sin observarse diferencias significativas (p > 0,05) con respecto al
farmaco de referencia. En este modelo, el tratamiento oral con artemisina permitié el
control de las lesiones hasta el final del experimento (72 dias posinfeccion).

El comportamiento de la carga parasitaria se muestra en la figura 2. En el caso de los grupos
BALB/c (Fig. 2A), en el dia 44 posinfeccion, un ratén del grupo tratado con artemisina
mostrd una carga parasitaria indetectable. Mientras que en el dia 72 posinfeccidn, la carga
parasitaria promedio detectada en este grupo fue inferior (p < 0,05) respecto al control y
similar a la determinada en los animales tratados con Glucantime® (p > 0,05). Por su parte,
los grupos C57BL/6 (Fig. 2B), en el dia 44 posinfeccion, para un animal de cada grupo
tratado con artemisina (oral e intralesional) no se detectd carga parasitaria. En promedio,
estos grupos exhibieron una carga parasitaria inferior a los controles (p < 0,05). Los
animales que recibieron Glucantime® no mostraron diferencias (p > 0,05) respecto a los
tratados con artemisina y los no tratados. En el dia 72 posinfeccion no se detect6 carga
parasitaria en las lesiones analizadas de estos grupos experimentales.

A partir de las observaciones realizadas se determin0 el porciento de reduccion de la
infeccion al final del experimento (dia 72 posinfeccion). Al comparar los resultados entre
ratones BALB/c y C57BL/6, se aprecio una mayor reduccién en la linea BALB/c. En los
grupos BALBI/c, se obtuvieron valores de reduccion de la infeccion de 71,1 % y 74,3 %
para los animales tratados con artemisina (oral) y Glucantime® (intralesional),

respectivamente.
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Fig. 1 - Evolucién del tamafio de la lesion en ratones infectados con L. amazonensis. A. Ratones
BALB/c. B. Ratones C57BL/6. Los tratamientos se realizaron a una dosis de 30 mg/kg en 50 uL

cada cuatro dias hasta completar cinco administraciones. La administracién de artemisina (ART)
por via oral se utiliz en un grupo de cada linea animal; mientras que la via intralesional (IL) se

empled en un grupo C57BL/6. En ambas lineas animales se incluy6 a grupos controles que fueron
infectados, pero no recibieron tratamiento y grupos tratados con Glucantime® (GTM) por via
intralesional, farmaco de referencia. *: Representa diferencias significativas respecto al control

infectado no tratado (p < 0,05).
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Fig. 2 - Carga parasitaria en lesiones de ratones infectados con L. amazonensis. A. Ratones
BALBY/c. B. Ratones C57BL/6. Los tratamientos se realizaron a una dosis de 30 mg/kg en 50 uL
cada cuatro dias hasta completar cinco administraciones. La administracion de artemisina por via
oral se utiliz6 en un grupo de cada linea animal, mientras que la via intralesional se emple6 en un
grupo C57BL/6. En ambas lineas animales se incluyd a grupos controles que fueron infectados,
pero no recibieron tratamiento y grupos tratados con Glucantime® por via intralesional, farmaco

de referencia. Los simbolos rellenos y sin rellenar corresponden a los dias 44 y 72 posinfeccidn,
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respectivamente; en tanto, las barras horizontales continuas y discontinuas representan el

promedio por grupo en los dias 44 y 72 posinfeccion, respectivamente.

Para el andlisis del porciento de reduccion de la infeccidn en los grupos C57BL/6 el dia
72 posinfeccion, solo pudo tenerse en cuenta el tamafio de la lesién, ya que la carga
parasitaria fue indetectable por el método utilizado el dia 72 posinfeccion. Al final del
experimento se obtuvieron valores de 50; 25y 29 % para los ratones C57BL/6 tratados con
artemisina oral, intralesional y Glucantime® intralesional, respectivamente.

Considerando estos resultados y observaciones previas de nuestro grupo,“® donde se
obtuvo una reduccion de la infeccion del 54,7 % en animales BALB/c tratados con
artemisina intralesional, se puede afirmar que el tratamiento con artemisina por via oral
logra una mayor reduccion de la infeccion con respecto a sus contrapartes por via
intralesional, tanto en BALB/c como en C57BL/6.

La eficacia oral de la artemisina solo se habia estudiado con anterioridad en un modelo de
LV; en este caso los ratones BALB/c infectados con Leishmania donovani fueron tratados
con dosis de 10 mg/kg y 25 mg/kg. Como resultado, se logré una reduccion parasitaria del
82,6 % y 86 %, respectivamente.®?

Relacionado con las artemisinas, en otro trabajo se resalto la eficacia oral del artemeter en
un modelo de LC inducida por L.major en ratones BALB/c. En ese estudio, la
administracion de dosis diarias de 50 mg/kg y 200 mg/kg disminuyo significativamente la
carga parasitaria en comparacion con los controles.!? El potencial antileishmanial in vivo
del artemeter también se estudié en un modelo de LV inducido por L. infantum en ratones
BALBI/c, los cuales se trataron con dosis de 0,625 mg/kg de forma oral o intraperitoneal.
Aunque ambas formas de administracion se reconocieron como eficaces, se resalto la via
oral porque permitio reducir significativamente la carga parasitaria en el higado y el
bazo.(®)

A pesar de que al final de nuestro experimento no se observo una cura total de la lesion en
los animales BALBI/c tratados, el analisis de los resultados indica que el tratamiento oral
con artemisina puede resultar eficaz frente a la LCE en esta linea animal. En este sentido,
ademas de cumplir con la regla de Lipinski (o de los cinco) que describe las propiedades
fisicoquimicas que se asocian a la biodisponibilidad de los farmacos tras la administracion
oral;®?9 |a artemisina se encuentra disponible para su uso en la clinica por via oral.?%

El modelo de infeccion basado en la linea BALB/c ha sido tradicionalmente empleado para

evaluar la eficacia antileishmanial de nuevos farmacos. Su uso resulta muy atractivo porque

(o) B

Esta obra estd bajo una licencia https://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES



€CIMED Revista Cubana de Medicina Tropical. 2022;74(3):e892

EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

es altamente reproducible, consistente y se encuentra disponible en la mayoria de los
laboratorios. Sin embargo, su empleo no es el mas recomendado porque: (1) se trata de una
linea muy susceptible a la leishmaniasis, que demanda (2) una dosis efectiva mucho mayor
para curar la infeccion, la cual se acompafia de (3) la aparicién de metastasis que pueden
llevar a la muerte del animal; por lo que (4) el tiempo para seguir la evolucion de la
enfermedad es limitado. A pesar de las desventajas sefialadas, los resultados en este modelo
sugieren la eficacia de la artemisina en complejos escenarios clinicos.??

Las evidencias que confirman la eficacia de farmacos administrados por via oral son de
gran interés, sobre todo en modelos de infeccion de LC con mayor capacidad predictiva. A
pesar de que no existen modelos animales validados para la LC, C57BL/6 es una de las
lineas murinas recomendadas con este propdésito. En estos animales, la enfermedad se
manifiesta como pequefias Ulceras y finaliza con una cura completa, por lo que es posible
encontrar una mayor similitud con el humano inmunocompetente en cuanto a los sintomas
clinicos, caracteristicas histopatoldgicas y cura de la lesion.®® La capacidad de
autocuracion de los C57BL/6%%?4 implicé que exhibieran una menor susceptibilidad a la
infeccion con respecto a los BALBI/c, por lo que se necesitan métodos mas sensibles para
poder cuantificar la carga parasitaria. No obstante, a partir de las observaciones realizadas
en el presente estudio, se pudo corroborar que la elevada susceptibilidad de los ratones
BALB/c contribuyo a que el tratamiento lograra controlar el desarrollo de la enfermedad:;
mientras que la capacidad de los animales C57BL/6 de autorresolucion®224 determin6 que
el tratamiento influyera en acelerar el control de la infeccion.

En conclusion, en este trabajo se demuestra por primera vez la actividad oral de la
artemisina en dos modelos de LCE basados en L. amazonensis-BALB/c y L. amazonensis-
C57BL/6, y se presentan adicionalmente en este Ultimo los efectos de la administracion
intralesional. Los resultados derivados de la utilizacién de estos modelos, ampliamente
empleados en la evaluacion de farmacos con demostrada actividad in vitro, resaltan la
eficacia de la administracion oral de la artemisina. Estudios futuros para el disefio y
evaluacion de nuevos medicamentos, basados en la artemisina, pudieran proveer una nueva
alternativa terapéutica contra la leishmaniasis. Teniendo en cuenta que este farmaco ya esta
disponible en la clinica como antimalarico, su desarrollo como antileishmanial podria ser
en un menor tiempo y a menor costo, en correspondencia con las ventajas del

reposicionamiento farmacoldgico.®®
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